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Verfahren und Vorrichtung zum Prozessieren 
von Kleinstsubstanzmenqen 

Die Erfindung betrifft Verfahren zum Prozessieren von Kleinst- 
substanzmengen im Reservoir einer Fluid-Dosiereinrichtung, 
insbesondere ein Verfahren zum Sammeln, Reinigen und/oder Auf- 
konzentrieren von Substanzproben in kapillarf ormigen Behal- 
tern, z.B. in Mikropipetten oder Mikrodispensern, und Vorrich- 
tungen zur Realisierung der Verfahren . 

Im Bereich der Biochemie, Gentechnik und Medizin werden klein- 
ste Probenmengen gewonnen^- nachgewiesen, arialysiert, be- oder 
verarbeitet. Dabei besteht haufig die Aufgabe, die in einer 
Fliissigkeit gelosten oder suspendierten Proben zwischen makro- 
skopischen Behaltnissen wie z.B. Mikrotiterplatten (pl- 
Volumina) und miniaturisierten Tragern wie z.B. Membranen^. 
Filtern, MALDI-MS-Targets , Silizium-Waf ern oder Nanotiterplat- ■ 
ten (nl-Volumina) zu transf erieren . Als Werkzeuge zur Obertra- 
gung geringster Subs tanzmengen (Untergrenze rd, 1/10 nl) sind 
sogenannte "Pin-Tools", bei denen die zu transf erierenden Pro- 
ben an Nadelspitzen anhaften, oder Mikropipetten oder Mikro- 
dispenser bekannt, bei denen analog zur Tintenstrahldrucktech- 
nik kleinste Tropfen mit der inkorporierten Probe auf dem je- 
weiligen Ziel-Substrat plaziert werden. Bei der Obertragung an 
der Schnittstelie zwischen makroskopischen Behaltnissen und 
miniaturisierten Tragern besteht generell das Problem, daii 
durch die Verwendung eines Teils der im makroskopischen Be- 
haltnis vorliegenden Probenmenge nach der Ubertragting auf den 
miniaturisierten Trager zu wenig Substanz vorhanden ist, um 
einen zuveriassigen Analyse- oder Bearbeitungsvorgang anzu- 
schlieBen. Daher besteht ein Interesse daran, Substanzmengen 
in kleinen Volumina (pl-Bereich) auf zukonzentrieren, zu sam- 
meln und/oder zu reinigen. 
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Beim Nachweis der interessierenden Substanzen erreichen mas- 
senspektrometrische Ver f ahren heute Nachweisempf indlichkeiten 
im Attomol- bis unteren Femtomol-Bereich . Diese Empfindlich- 
keit kann in der Praxis effektiv nur dann genutzt werden, wenn 
der Analyt in moglichst reiner Form in einem nur wenige Nano- 
liter umfassenden Volumen vorliegt . Auch hierfiir besteht ein 
Interesse an einer Aufreinigung oder Anreicherung von Sub- 
stanzproben . 

Aus der chemischen und biochemischen Analytik ist allgemein 
bekannt, zur Probenanreicherung in die jeweilige Losung oder 
Suspension Festphasen einzubringen, an denen die gewiinschten 
Molekiile voriibergehend gebunden werden. Bei geeigneten magne- 
tischen Materialeigenschaf ten konnen die Festphasen unter Wir- 
kung magnetischer Feldkrafte manipuliert werden (magnetische 
Aufreinigung) . 

Aus US-A-5 18 6 872 ist eine magnetische Trenneinrichtung zur 
Trennung magnetischer Teilchen von einem nicht-magnetischen 
Testmedium bekannt. Die magnetischen Teilchen sind kleine Par- 
tikel, auf deren Oberflachen die interessierenden Substanzen 
gebunden sind, oder beispielsweise biologische Zellen, in die 
magnetische Substanzen inkorporiert sind. Mit einer Vielzahl 
von Magneten wird im Testmedium ein magnetischer Feldgradient 
derart aufgebaut, dali die magnetischen Teilchen an die Ge- 
faiiwandung bewegt und dort gesammelt werden. Die aus 
US-A-5 186 872 bekannte magnetische Trenneinrichtung besitzt 
die folgenden Nachteile. 

Die Trenneinrichtung besitzt einen komplexen Auf bau . Zur Aus- 
biidung der Feldgradienten miissen mindestens vier Magneten 
vorhanden sein, die in vorbestimmter Weise angeordnet sind und 
die Verwendung bestimmter Behaltnisse fiir das Testmedium er- 
fordern. Die fiir charakteristische Behaltnis-Dimensionen im 
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cm-Bereich konzipierte herkommiiche Trenneinrichtung erlaubt, 
insbesondere beim Einsatz von Elektromagneten, keine Miniatu- 
risierung. Daitiit ist ein Einsatz an der oben genannten 
Schnittstelle zwischen makroskopischen Behalthissen und Minia- 
turtragern bei den verwendeten Werkzeugen ausgeschlossen . 
Schliefllich ist die herkommiiche Trenneinrichtung auf den 
reinen Trennvorgang beschrankt. Die Beladung magnetischer 
Teilchen mit den interessierenden Substanzen in der Trennein- 
richtung ist nicht vorgesehen. 

Aus US-A-5 4 98 550 ist ein Probensammler bekannt, bei dem Kom- 
plexe aus Proteinproben und magnetisch markierten Antikorpern 
unter der Wirkung eines externen Magnetfeldes in einem Reaktor 
manipuliert werden. Dieser Probensammler ist jedoch nicht fiir 
die Handhabung von Substanzmengen mit Volumina im nl- bis 
Bereich geeignet. Ein weiterer Nachteil besteht in der Ein- 
schrankung auf bestimmte Substanzen, die die jeweilige Anti- 
gen-Antikorper-Reaktion zur Komplexbildung eingehen. Des wei- 
teren ist aus WO 97/44671 und JP 08/062224 (in: Patent 
Abstracts of Japan, 199.6) ein System zur Steuerung magneti- 
scher Partikel in Pipettieranordnungen bekannt. Die magneti- 
schen Partikel befinden sich suspendiert in einer pipettenfor- 
migen Kuvette und konnen mit einem auiieren Permanentmagneten 
an den Kuvettenrand gezogen werden. Bei Entfernung des Perma- 
nentmagneten werden die Partikel freigegeben und konnen da- 
durch zum unten offenen Ende der Kuvette sinken, Auch dieses 
System ist auf die Manipulierung grofierer Probenvolumina im 
ml-Bereich beschrankt. Des weiteren besteht ein Nachteil da- 
hingehend, daii die Partikelsteuerung lediglich die Bindung 
Oder Freigabe, jedoch nicht eine gezielte Bewegung der Parti- 
kel in der Kuvette umfalit. Eine magnetische Trenneinrichtung 
wird in WO 96/09550 (bzw. US-A-5 567 326) beschrieben, in der 
magnetisierbare Partikel aus einem nicht-magnetischen Test- 
medium extrahiert werden. Das Testmedium ist in einer Kuvet- 
tenanordnung untergebracht , bei der jede Kuvette zum Ein- 
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tauchen eines stif t f ormigen Permanentinagneten eingerichtet 
ist. Der Nachteil dieser Technik besteht darin, dafi die Kiivet- 
ten kein Dispersieren des Testmediums erlauben und damit das 
Testmedium nur schwer handhabbar ist. 

Weitere Systeme zur Manipulierung magnetischer oder magneti- 
sierbarer Partikel sind aus WO 86/06493, WO 89/01161, 
US-A-5 147 529 und US-A-3 985 649 bekannt . All diese Systeme 
erlauben jedoch keine Medienabgabe nach Art eines Dispensers. 
Diese Dispensierf unktion ist jedoch gerade in Zusammenhang mit 
den eingangs genannten Aufgaben in der Biochemie, Gentechnik 
und Medizin von ent scheidender Bedeutung. 

Gegenwartig ist keine Auf reinigungs- oder Anreicherungstechnik 
bekannt, die zur Prozessierung (z. B, Handhabung, Samrrilung, 
Reinigung oder dergl.) kleinster Substanzmengen (bis zum nl- 
Bereich und darunter) einsetzbar ist. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum Prozessie- 
ren kleinster Substanzmengen anzugeben, das insbesondere mit 
dem Einsatz herkommlicher Werkzeuge zur Probenhandhabung im 
nl-Bereich kompatibel ist und einen moglichst breiten Einsatz- 
bereich besitzt. Das Verfahren soli einfach in die ublichen 
Methoden zur Probenhandhabung, zum Probennachweis und zur Pro- 
benbearbeitung aus der Biochemie, Gentechnik und Medizin inte- 
grierbar sein. Die Aufgabe der Erfindung besteht auch 
darin, eine Vorrichtung zur Implementierung eines derartigen 
. Verf ahrens anzugeben . 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren oder Vor- 
richtungen gemafi den Pat entanspriichen 1 bzw. 11 gelost . Bevor- 
zugte Ausf iihrungsf ormen der Erfindung ergeben sich aus den ab- 
hangigen Anspriichen . 
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Das erf indungsgemafle Verfahren zur Saminlung von Substanzproben 
basiert auf der Anordnung und Bewegung einer Festphase (Tra- 
germaterial) unmittelbar im Reservoir einer Mikrodosierein- 
richtung, wobei die interessierende Substanz auf der Oberfla- 
che des Tragermaterials gebunden und fur eine vorbestimmte 
Folge von Arbeitsschritten im Reservoir gehalten wird. Das 
Reservoir besitzt ein charakteristisches Volumen, das allge- 
mein kleiner als 500 \xl ist und vorzugsweise weniger als 
10 pi, insbesondere weniger als 2 pi, bis zu 1 nl, betragt. 
Die Dosiereinrichtung ist zur Mikrotropf enabgabe im Sub-nl- 
Bereich ausgelegt. Das Tragermaterial kann durch magnetische 
Partikel, die durch eine auJiere magnetische Feldkraft bewegt 
werden, oder durch einen porosen Tragerballen gebildet werden, 
der durch eine auflere mechanische Betatigung bewegt wird. Das 
Tragermaterial besteht aus einem an sich inkompressiblen und 
harten Material. Dies bedeutet, daB das Tragermaterial bei Be- 
tatigung der Dosiereinrichtung, z,B. durch Anlegen eines 
Druckpulses, keine Formanderung eingeht. 

Die Bindung zwischen der oder den interessierenden Substanzen 
und der Oberflache des Tragermaterials erfolgt iiber die Aus- 
bildung von van-der-Vaals-Kraf ten auf grund von hydrophoben 
Wechselwirkungen • Dies bedeutet, dali die Bindung mit einer re- 
lativ geringen Spezifitat hinsichtlich des einzelnen Stoffes 
erfolgt und damit die Erfindung mit ganzen Substanzklassen in 
Stof f gemischen (z.B. Gemische von Peptiden, Proteine, DNA oder 
Oligonukleotide) realisiert werden kann . 

Mit dem Begriff "Reservoir" der Dosiereinrichtung wird hier 
das aktive Dosiervolumen oder Hubvolumen oder - bei Implemen- 
tierung mit entsprechenden Einrichtungen - das Pipettenvolumen 
Oder das Dispenservolumen bezeichnet. Die Dosiereinrichtung 
kann durch j ede geeignete Pump- oder Dosiereinrichtung gebil- 
det werden, die zur Abgabe vorbes timmter Fluidmengen vom Re- 
servoir auf ein Zielsubstrat eingerichtet ist. Die Erfindung 
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wird vorzugsweise mit Dosiereinrichtungen fiir kleinste Sub- 
stanzmengen (Nanoliter und Sub-Nanoliter ) realisiert. Hierzu 
zahlen beispielsweise Mikropipetten Oder Mikrodispenser oder 
Mikropumpen ( insbesondere mit pneumatischem oder elektrischem 
Antrieb) oder andere Mikrotropf enschuJieinrichtungen, die ana-* 
log zu den Tintenstrahltechniken f unktionieren . 

Zur Prozessierung kleinster Subtanzmengen wird das Tragermate- 
rial vorzugsweise in unmittelbarer Nahe einer Austrittsof f nung 
des Reservoirs der Dosiereinrichtung angeordnet bzw. bewegt . 
Dies bedeutet beispielsweise eine Manipulierung des Tragerma- 
terials an oder nahe der Spitze einer Dosierkapillare z.B. 
eines Mikrodispensers . Ein besonderer Vorteil der Erfindung 
besteht in deren Kompatibilitat mit beliebigen, her kommlichen 
Dosiereinrichtungen. Es wurde erstmalig f estgestellt , daB eine 
Probensamiulung nach dem Prinzip der an sich bekannten Festpha- 
sen-Auf reinigung in Dosiereinrichtungen moglich ist, ohne 
deren Funktion zu beeintrachtigen , Dies betrifft insbesondere 
die Implementierung der Erfindung in Mikrodosiereinrichtungen 
mit nl-Volumina. 

Eine erf indungsgemalie Vorrichtung zeichnet sich dadurch aus, 
daii im Reservoir einer Fluid-Dosiereinrichtung ein Tragermit- 
tel als Festphase mit . bindungsaktiver Oberflache angeordnet 
und mit einer auiieren Antriebseinrichtung manipulierbar ist. 
Vorzugsweise werden eine Vielzahl von Fluid-Dosierein- 
richtungen parallel betrieben, wobei nur eine gemeinsame An- 
triebseinrichtung zur Manipulierung der Festphasen vorgesehen 
ist - 

Die Erfindung besitzt den Vorteil, daii erstmalig das Problem 
der miniaturisierten Proben-Auf reinigung oder -Sammlung gelost 
wird. Die Erfindung ist einfach mit verfilgbaren Mikropipetten 
oder Mikrodispensern, insbesondere bei deren einzelnem oder 



7 



seriellem Einsatz, ohne Storung herkommlicher Verf ahrensablau- 
fe realisierbar , Es ist erstmalig gelungen, in Mikrodispensern 
Probensubstanzen an einem Tragermateriai zu binden und mit 
diesem im Mikrodispenser zu bewegen, ohne die Funktion des 
Mikrodispensers einzuschranken . Dies stellt einen unerwarteten 
und wesentlichen Erfolg dar, da normalerweise z.B. piezoelek- 
trische Mikrodispenser einen Funktionsausf all zeigen, wenn 
sich in ihrem Inneren ein kompressibler Bestandteil, z.B. auf 
der Basis von Partikeln, suspendierten Flussigkeiten oder 
Gaseinschlussen, befindet. Es hat sich gezeigt, dali bei Ver- 
wendung von magnetischen Partikeln als Tragermateriai, die 
einen charakteristische Grofie im Bereich von 200 nm bis 1 pm 
besitzen, in vorteilhaf ter Weise eine Doppelf unktion erfullt 
wird. Einerseits besitzen sie eine sehr groBe affine Ober- 
flache zur Bindung der Probensubstanzen. Andererseits wird. 
durch die kleinen Partikel der Dispensiervorgang nicht ge- 
stort, wobei insbesondere auch ein Verstopfen der Austritts- 
diise ausgeschlossen wird. Die Erfindung erlaubt. sowohl die 
Bindung der interessierenden Substanzen am Tragermateriai als 
auch dessen Manipulierung innerhalb eines Behaltnisses des Re- 
servoirs . ohne Zusatzschritte . Diese Manipulierung umfalit ins- 
besondere eine Elution der am Tragermateriai phasengebundenen 
Substanzen . 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung betrifft den Einsatz bei 
Mikropipetten oder Mikrodispensern- Ftir das reproduzierbare , 
genaue Dispensieren kleinster Flussigkeit smengen miissen nam- 
lich die geometrischen Eigenschaf ten der Dispenserspit ze sowie 
die elektrischen Piezoparameter optimal aufeinander abgestimmt 
sein. Die Erfindung ermoglicht es, dali das fiir eine voriiberge- 
hende Anbindung der Molekiile erf orderliche feste Tragermate- 
riai den Dispersiervorgang nicht stort, d.h. weder die Ge- 
f afidimensionen noch die durch die Flussigkeit laufende Druck- 
welle effektiv beeinfluBt werden. 



8 



Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im fol- 
genden unter Bezug auf die beiliegenden Zeichnungen beschrie- 
ben : 

Fig. 1: eine schematische Illustration einer ersten Ausfuh- 
rungsform der Erfindung, bei der ein magnetisches 
Tragermaterial in einer Dosiereinrichtung verwendet 
wird. 

Fig. 2: eine schematische Illustration einer zweiten Ausfiih- 
rungsform der Erfindung bei der ein poroser Trager- 
ballen in einer Dosiereinrichtung verwendet wird. 

Fig. 3: eine schematische Draufsicht auf eine er f indungsgema- 
Jie Vorrichtung mit einer Reihe von Mikrodispensern, 
die jeweils zur Realisierung des er f indungsgemaJien 
Verfahrens eingerichtet sind, und 

Fig. 4: eine schematische Sei tenansicht der Vorrichtung gemali 
Fig. 3. 

Die Erfindung wird vorzugsweise mit Dosiereinrichtungen reali- 
siert, die fiir eine Abgabe von Fliissigkeitsmengen im nl- bis 
pl-Bereich eingerichtet sind. Dies bedeutet, dali die Do- 
siereinrichtung jeweils ein Dosier-Reservoir im 1/10 nl- bis 
pl-Bereich besitzt, aus dem, vorzugsweise bei Druckbetatigung, 
Tropfen oder Portionen mit Volumina unterhalb 100 pi abgegeben 
werden konnen. Ein Beispiel fiir eine derartige Dosiereinrich- 
tung ist ein Mikrodispenser , wie er im folgenden unter Bezug 
auf die Fign. 1 und 2 erlautert wird. 

Fig. 1 zeigt beispielhaft das Ende eines piezoelektrischen 
Mikrodispensers , der zur Implementierung des erf indungsgemalien 
Verfahrens gemaB einer ersten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
(magnetische Manipulierung des festen Tragermaterials ) einge- 
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richtet ist. Der piezoelektrische Dispenser 1 umfaiit einen 
elektrischen Wandler 2 und ein Dosier-Reservoir 3, das durch 
eine Kapillare gebildet wird. Der Wandler 2 ist zur pulsformi- 
gen Verringerung des Volumens des Dosier-Reservoirs 3 einge- 
richtet. Bei Betatigung des Wandlers 2 fur eine Pulszeit 
( typischerweise rd. 40 ps ) lauft eine Druckwelle durch die 
Flussigkeit 4 im Dosier-Reservoir 3. Dies bewirkt einen Fliis- 
sigkeitsausstoft am Auslaii 5 (Durchmesser rd . 50 pm) des 
Dosier-Reservoirs 3, der hier durch das Ende der Kapillare ge- 
bildet wird ( Dispenserspit ze) . Wenn die Druckwelle in der 
Flussigkeit 4 die am AuslaI5 5 auftretenden Riickhaltekraf te 
(Kapillarkraf te und Oberf lachenspannung) uberwindet, so kommt 
es zur Abgabe eines Tropfens 5. 

Die Flussigkeit 4 umfafit beispielsweise eine Losung oder Sus- 
pension von Probenmolekulen, die bei biochemischen Anwendungen 
Peptide, Proteine, Nukleinsauren bzw. DNA-Molekiile , ■ Fette oder 
Kohlenhydrate umfassen. Um die "Probenmolekule ( Substanzprobe ) 
im Dosier-Reservoir 3 erf indungsgemaJi auf zukonzentrieren oder 
auf zureinigen, ist im Dosier-Reservoir 3, vorzugsweise in der 
Nahe des Auslali 5, eine Vielzahl magnetischer Partikel 7 ange- 
ordnet, die mit einer Antriebseinrichtung zur Halterung 
und/oder Bewegung der magnetischen Partikel 7 in Form einer 
Magneteinrichtung 8 manipulierbar sind. Die Magneteinrichtung 
8 umfaJit zwei Permanentmagneten 81, 82 mit jeweils verander- 
lichem Abstand in Bezug auf das Dosier-Reservoir 3 mit den 
magnetischen Partikeln. Beide Permanentmagneten 81, 82 weisen 
mit dem gleichen Pol hin zum Reservoir 3. Weitere Einzelheiten 
der Magneteinrichtung 8 und einer zugehorigen (hier nicht dar- 
gestellten) Antriebseinrichtung werden unten unter Bezug auf 
die Figuren 3 und 4 erlautert. 

Die magnetischen Partikel 7 besitzen einen Durchmesser, der 
etwa ein bis zwei Zehnerpotenzen kleiner als der Durchmesser 
der Dispenserdiise (Auslaii 5) ist und vorzugsweise im Bereich 
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von 0,25 bis 2 \im liegt. Damit wird erreicht, daft die Partikel 
7 problemlos als Suspension in den Dispenser 1 eingesaugt und 
im Dosier-Reservoir 3 deponiert bzw. bewegt werden konnen . 
Dies ist sogar in der Nahe des Auslali 5 moglich, da die magne- 
tische Feldeinwirkung der Magneteinrichtung 8 vorteilhaf ter- 
weise verhindert, daft Partikel 7 unerwiinscht an den Auslaft 5 
bzw. aus diesem hinaus gelangen. Ein weiterer Vorteil der 
angegebenen Partikelgrofte besteht darin, daft die deponierten 
Partikel 7, d.h. die unter der magnetischen Feldkraft an der 
Dispenseririnenwand haftenden Partikel, aufgrund ihrer geringen 
Raumausdehnung den piezoelektrischen Dispensiervorgang nicht 
behindern . 

Als magnetische Partikel 7 werden vorzugsweise kommerziell 
verfiigbare Substanzen mit einer geniigenden Magnetisierbarkeit 
und mit einer moglichst groften aktiven Partikeloberf lache ver- 
wendet . Die Partikel 7 besitzen eine Affinitat fiir die Proben- 
moleklile, so daft diese aus der Flussigkeit 4 heraus im Inneren 
der Dispenserspitze an die Partikel gebunden werden. 

Erf indungsgemaft konnen die magnetischen Partikel 7 durch Ver- 
anderung der magnetischen Feldkrafte in vorbestimmter Weise im 
Dosier-Reservoir 3 bewegt werden. Die Veranderung der magneti- 
schen Feldkrafte erfolgt durch eine Bewegung des Mikrodispen- 
sers 1 und der Magneteinrichtung 8 relativ zueinander, wobei 
vorzugsweise die Permanentmagneten 81, 82 in Bezug auf die 
ortsfeste Dispenserspitze bewegt werden. So ist es beispiels- 
weise moglich, durch simult'ane Entfernung des Magneten 81 und 
Annaherung des Magneten 82 von der entgegengeset zten Dis- 
penserseite her, die Partikel mit der Probenbeladung durch die 
Flussigkeit 4 von einer Wandung des Dosier-Reservoirs 3 zur 
entgegengesetzten Wandung zu bewegen . Die Partikel 7, die das 
feste Tragermaterial (Festphase) bilden, werden durch die 
Flussigkeit 4 bewegt, von dieser umstromt und mit ihr ver- 
mischt, so daft weitere Probenmolekule gebunden werden, wahrend 



andere Losungsbestandteile in der Flussigkeit 4 verbleiben, 
Durch wiederholtes Bewegen der Partikel 7 durch die Flussig- 
keit 4 konnen in ausreichender Menge die interessierenden Pro- 
benmolekule gesammelt werden ( Anreicherung) . Das gezielte Be- 
wegen der Partikel mit den gebundenen Probensubstanzen durch 
die Flussigkeit stellt einen wesentlichen and durch herkomm- 
liche Dispensiersysteme mit grofien Fliissigkeitsvolumina nicht 
erzielbaren Vorteil der Erfindung dar. Erf indungsgemali sind 
fiir die Partikel nicht nur statisch gebundene Oder freigege- 
bene Zustande maJigeblich, sondern auch dynamisch gebundene 
Zustande;. in denen das gezielte Bewegen durch die Flussigkeit 
erfolgt. Weitere Prozessierungsschritte werden weiter unten 
erlautert . 

Die Permanentmagneten 81, 82 sind vorzugsweise NdFeB-Magneten 
mit einer anwendungsabhangig gewahlten Remanenz . Beim Einsatz 
mit Mikrodispensern betragt die Remanenz vorzugsweise rd. 1 
Tesla bis 1^.5 Tesla, 

Fig. 2 zeigt eine zweite Ausf iihrungsf orm der Erfindung wieder- 
um am Beispiel eines Mikrodispenser s 1 mit einem piezoelektri- 
schen Wandler 2 und einem Dosier-Reservoir 3, von dessen Aus- 
lali 5 bei Betatigung des Wandlers 2 ein Mikrotropfen 6 abgege- 
ben werden kann. Als Tragermaterial ist erf indungsgemaB ein 
Tragerballen 9 vorgesehen, der mit einer Antriebseinrichtung 
zur Halterung und/oder Bewegung des Ballens 9 in Form eines 
faden- oder stabformigen Betatigungselements 91, das durch das 
Dosier-Reservoir 3 des Dispensers 1 beweglich ist (Pfeilrich- 
tung) . Der Tragerballen 9 ist eine zusammenhangende, schwamm- 
artige feste Phase, die eine moglichst grolie aktive Oberflache 
besitzt. Das vorzugsweise porose, an sich jedoch inkompressi- 
ble Material des Tragerballens 9 besteht beispielsweise aus 
Nitrocellulose oder einem Saulenf iillmaterial , wie es bei HPLC- 
Trennungen verwendet wird (z.B. Material "Poros" ( registrierte 
Marke) ) . 
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Anstelle der Probensammlung mit den bewegten, magnetischen 
Partikeln (erste Ausf uhrungsf orm) wird bei der zweiten Ausfiih- 
rungsform ein mechanisches Wirkprinzip realisiert. Der Trager- 
ballen 9 wird mit dem Betatigungselement 91 durch den Innen- 
raum des Dosier-Reservoir 3 bewegt, um Probenmolekiile aufzu- 
sammeln. Der Tragerbalien 9 ist von der Flussigkeit 4 im 
Mikrodispenser 4 durchs trombar , so dali eine unerwiinschte Fliis- 
sigkeitsabgabe vermieden wird. Nach dem Anreicherungsvorgang^ 
wenn die auf konzentrierten Analytmolekule f unktionsgemali vom 
Mikrodispenser 1 auf ein bestimmtes Substrat abgegeben werden 
sollen^ wird der Tragerbalien 9 durch die Dispenser spit ze nach 
oben durch den Wandler 2 hindurchgezogen . 

Zur Verwendung fur die erf indungsgemafle Prozessierung von 
kleinsten Substanzmengen wird eine Dosiereinrichtung durch 
Aufnahme des festen Tragermaterials in das Reservoir der 
Dosiereinrichtung vorbereitet. Bei der ersten Ausf uhrungsf orm 
erfolgt eine Aufnahme und Deponierung der magnetischen Parti- 
kel im Reservoir (z.B. im Dosier-Reservoir des Mikrodispen- 
sers);, in dem eine Partikelsuspension entweder durch den Aus- 
laB des Reservoirs oder durch eine zusatzliche Versorgungslei- 
tung unter gleichzei tiger Einwirkung der magnetischen Feld- 
krafte in das Reservoir gefiillt wird-. Unter Wirkung der magne- 
tischen Feldkrafte werden die Partikel sofort an eine Reser- 
voirwandung gezogen und dort festgehalten (Deponierung) . Bei 
der zweiten Ausf uhrungsf orm umfalit der Vorbereitungsschritt 
die Zufuhrung des Tragerballens in das Reservoir der Do- 
siereinrichtung und eine Fixierung des hierflir verwendeten Be- 
tatigungselements derart, daft der Tragerbalien im Reservoir 
nahe dessen Auslali positioniert ist. 

Nach dem Vorbereitungsschritt erfolgt die Aufnahme einer Lo- 
sung Oder Dispensierung der interessierenden Substanzproben . 
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Diese Aufnahme erfolgt entsprechend durch einen AuslaJi der Do- 
siereinrichtung oder durch eine zusatzliche Zuf uhrleitung . 

Beim folgenden Bindungsschritt werden die auf das jeweilige 
Tragermaterial wirkenden Krafte derart verandert, dafi sich das 
Tragermateriai durch die auf genommene Losung oder Suspension 
bewegt und dabei von dieser umspult wird, so dal5 sich eine 
Bindung der Substanz auf dem Tragermaterial ergibt . Bei der 
ersten Ausf iihrungsf orm werden die magnetischen Feldkrafte der- 
art verandert, dafi> sich die magnetischen Partikel vom ur- 
sprunglichen Deponierungsort zu einem anderen Teil der Reser- 
voirwandung (z.B. gegenuberliegende Wandung) bewegen. Bei der 
zweiten Ausf iihrungsf orm wird das Antriebselement (z.B, in 
Fig, 2, Bezugszeichen 91, derart bewegt, dali das Tragermate- 
rial von der Losung oder Suspension umspult wird. Die Bewegung 
des Tragermaterials durch die Fllissigkeit erfolgt vorzugsweise 
periodisch mit einer Vielzahl von Bewegungsablauf en , Die Ge- 
schwindigkeit und Dauer der Tragermaterialbewegung und somit 
des Bindungsschrittes werden anwendungsabhangig gewahlt . 

Nach Anbindung der interessierenden Substanz am Tragermaterial 
wird die Fliissigkeit aus dem Reservoir der Dosiereinrichtung 
durch den Auslali oder durch eine vom entgegengeset zten (obe- 
ren) Ende wegefuhrende Leitung abgegeben, Je nach Anwendungs- 
fall kann nun eine weitere Losung oder Suspension mit der 
interessierenden Substanz oder ohne eine Probensubstanz zuge- 
fuhrt werden. Im ersten Fall wird damit eine Anreicherung der 
Substanz im Reservoir erzielt. Das Auf konzentrieren erfolgt 
zunachst im gebundenen Zustand an den Tragermaterialien . Nach 
wiederholter Zufuhr von Frobenlosungen wird dann durch Auf- 
nahme einer geeigneten Elutionslosung in das Reservoir die ge- 
bundene Substanz wieder in die Flussigkeit oder Suspension ab- 
gegeben. Nach dem Ablosen der Substanz von den Partikeln oder 
vom Tragerballen besitzt die Elutionslosung eine hohere Kon- 
zentration als die ursprunglich zugefuhrte Losung. Im zweiten 
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Fall kann vorgesehen sein, eine Reinigungslosung zuzufuhren, 
mit der eine vorbestimmte Art von Substanzen, die beim vor- 
herigen Bindungsschritt unbeabsichtigt an den Tragermateria- 
lien angebunden wurden, wieder abgelost werden. Dies ent- 
spricht einer Reinigung oder weiteren selektiven Substanzwahl . 
AnschlieBend erfolgt wiederum die Ablosung der Substanz von 
den Tragermaterialien mit einer geeigneten Elutionslosung , 

Mit den vorher beschriebeneri Prozessierungsschritten umfassend 
die Probenbindung und die Proben-Konzentration und/oder Reini- 
gung, konnen bei geeigneter Wiederholung mit jeweils ausge- 
wahlten Substanzen aiich mikropraparative und mikrosynthetische 
Zwecke verfolgt werden. So ist es beispielsweise moglich, zu- 
nachst einen ersten Reaktionspartner im Reservoir zu sammeln 
und/oder zu reinigen, um ihn dann mit einem entsprechend ge- 
sammelten und/oder gereinigten zweiten Reaktionspartner zur 
Reaktion zu bringen. Diese Reaktion kann im gebundenen Zustand 
auf dem Tragermaterial oder im gelosten oder suspendierten Zu- 
stand im Reservoir oder nach Dispensierung auf einem Substrat 
erf olgen . 

Nach der Subs tanzf reigabe von den ^ Tragermaterialien erfolgt 
die bestimmungsgemaiie Dosierung mit der Dosiereinrichtung 
durch Abgabe der konzentrierten oder gereinigten Losung auf . 
ein Ziel-Substrat . Dies erfolgt beispielsweise bei dem be- 
schriebenen Mikrodispenser durch die bestimmungsgemaiie 
Tropf enabgabe durch den Auslaii. 

Bei einer erf indungsgemaiien Probensubstanzbehandlung werden 
beispielsweise Peptide aus einem Volumen der Grofienordnung 
1 pi bis 2 pi an die Oberflache magnetischer Partikel gebun- 
den, anschlieftend mit rd . 10 pi Spiilf lussigkeit gereinigt und' 
daraufhin in wenigen 100 nl bis 10 nl eluiert. Von jedem Eluat 
werden mehrere Analysen mit anwendungsabhangig gewahlten Sub- 
stanzmengen angefertigt. Hierzu werden beispielsweise rd. 
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0.1 nl bis 1.0 nl pro Analyse auf einen Probentrager dispen- 
siert, 

Im folgenden wird eine weitere Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
mit einer Vielzahl von Dosiereinrichtungen, in denen jeweils 
Substanzen entsprechend den oben beschriebenen Prinzipien pro- 
zessiert werden konnen, unter* Bezug auf die Figuren 3 und 4 
beschrieben. 

Die Figuren 3 und 4 zeigen schematisch eine Prozessierungs- 
station fiir die paraliele Bearbeitung einer Vielzahl von Sub- 
stanzen in Drauf- bzw. Seitenansicht . Die Prozessierungs- 
station umfaiit eine Dispensereinheit 10 mit einer Vielzahl von 
Mikrodispensern 1 (z.B. piezoelektrische Dispenser gem. 
Fig. 1), eine Magneteinheit 20 mit einer Vielzahl von 
Magneteinrichtungen 8 und eine Antriebseinheit 30, die zur 
Einstellung der Position bzw. zur Bewegung der Magneteinheit 
20 in Bezug auf die Dispensereinheit 10 eingerichtet ist. 

Die Mikrodispenser 1 der Dispensereinheit 10 sind als gerade 
Reihe angeordnet . Die Anzahl und Abstande der Mikrodispenser 
sind anwendungsabhangig von der Gestalt des jeweiligen makro- 
skopischen Behaltnisses gewahit, von dem Proben iibernommen 
werden sollen. Die Anordnung der Mikrodispenser ist vorzugs- 
weise an die Gestalt einer Mikrotiterplatte angepaBt. Bei der 
dargestellten Ausf uhrungsf orm sind beispielsweise sechzehn 
Mikrodispenser 1 entsprechend einer Mikrotiterplatte mit sech- 
zehn reihenweise angeordneten Volumina vorgesehen. Die Mikro- 
dispenser 1 sind an einer (nicht dargestellten) Halterungs- 
und Stelleinrichtung angebracht . 

Die Magneteinheit 20 umfaiit eine Vielzahl von Magneteinrich- 
tungen 8, deren Anzahl mindestens gleich der Anzahl der Mikro- 
dispenser 1 ist. Vorzugsweise wird jedoch an den Enden der 
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Reihe der Mikrodispenser 1 jeweils eine zusatzliche Magnetein- 
heit zur Schaffung gleichf ormiger Feldverhaltnisse in den - 
Mikrodispensern an den Enden der Reihe zu schaffen. Jede 
Magneteinrichtung 8 besteht aus zwei voneinander beabstandeten 
Permanentmagneten 81, 82, zwischen denen zur Substanzprozes- 
sierung jeweils ein Mikrodispenser angeordnet ist. 

Die Permanentmagneten 81, 82 sind an den Langsseiten eines die 
Mikrodispenserreihe umgebenden, sich entsprechend der Dispen- 
sereihe langlich erstreckenden Rahmens 21 befestigt. Der Rah- 
men 21 ist mit der Antriebseinheit 30 in einer Richtung 
parallel zur Langserstreckung der Mikrodispenser 1 (Auf-/Ab- 
Bewegung) und in einer zu den Mikrodispensern 1 senkrecht aus- 
gerichteten Bezugsebene ( Vor-ZRiick-Bewegung) beweglich. Die 
Langsseiten des Rahmens 21 besitzen einen derartigen Abstand, 
daI5 einem Mikrodispenser in einer Position unmittelbar benach- 
bart zu einem der Permanentmagneten 81, 82 die magnetischen 
Partikel im wesentlichen ausschlielilich Feldkraften dieses 
Permanentmagneten und vernachlassigbar geringen Feldkraften 
des gegeniiberliegenden Permanentmagneten ausgesetzt sind. 
Aulierdem wird der Abstand so gewahlt, daii beim Positionswech- 
sel der Mikrodispenser von einem zum gegeniiberliegenden Perma- 
nentmangeten (Vor-ZRiick-Bewegung) die Partikel unter der Wir- 
kung der Schwerkraft dem jeweiligen Reservoir nicht so weit 
hin zum Auslafi absinken konnen, daii sie den Kraf twirkungsbe- 
reich des jeweiligen Permanentmagneten verlassen, Damit wird 
sichergestellt , daii die Partikel den Auslali nicht erreichen 
und dort keine Storungen durch Verstopfen oder dergl. verur- 
sachen konnen. 

Der Abstand der Permanentmagnetreihen entlang der Langsseite 
des Rahmens 21 ist bei der Kombination mit Mikrodispensern 
kleiner als 1 cm und betragt vorzugsweise rd. 6 mm bis 7,5 mm. 
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Die Antriebseinheit 30 umfafit zwei Servomotoren 31, die uber 
Schwenkhebel 32 mit den Enden des Rahmens 21 verbunden sind. 
Durch gleichzeitiges Betatigen der Servomotoren 31 ist der 
Rahmen 21 mit den Schwenkhebeln 32 von einer ersten Position, 
in der die Dispenserreihe nahe der einen Permanentmagneten- 
reihe ( Permanentmagnete 81) angeordnet ist, in eine zweite 
Position verschwenkbar , in der die Dispenserreihe nahe der je- 
weils anderen Permanentmagnetenreihe ( Permanentmagneten 82) 
angeordnet ist. Vorteilhaf terweise werden samtliche Dispenser 
und samtliche Permanentmagneten simultan relativ zueinander 
bewegt . Die Servomotoren sind vorzugsweise zur Berei tstellung 
verschiedener Schwenkgeschwindigkeiten eingerichtet . Es sind 
beispielsweise drei Schwenkgeschwindigkeiten vorgesehen, bei 
denen jeweils unterschiediiche Partikelgeschwindigkeiten im 
Reservoir jedes Mikrodispensers erzielt werden. Bei den drei 
Schwenkgeschwindigkeiten benotigt der Positionswechsel von der 
ersten zur zweiten Position beispielsweise rd. eine viertel 
Sekunde, eine halbe Sekunde bzw, eineinhalb Sekunden. 

Die Antriebseinheit 30 umfaBt ferner zwei Stelleinrichtungen 
33, mit denen die Hohenposition der Magneteinrichtungen 8 in 
Bezug auf die Langsrichtung der Mikrodispenser einstellbar 
ist. Die Stelleinrichtungen 33 sind vorzugsweise Federaufhan- 
gungen mit vorbestimmten Einstellpositionen . Es ist vorzugs- 
weise eine erste Position, in der die Prozessierung in den 
Mikrodispensern erfolgt, und eine zweite Position vorgesehen, 
in der die Dispenserenden unterhalb der Ebene des Rahmens 21 
hervorragen, um beispielsweise zur Befiillung in ein Gefaii 
(z-B- in die Volumina einer Mikrotiterplatte) gefahren zu wer- 
den. Zur Umstellung von der Prozessierungsposition zur Befiil- 
lungsposition werden die Servomotoren 31 mit dem Rahmen 21 zur 
Freigabe der Dispenserspitzen nach oben gegen Rtickholf edern 
der Stelleinrichtung 33 gedriickt und in der Bef iillungsposition 
verankert. Nach der Befiillung wird die Verankerung freigegeben 
und die Ruckholf edern drucken die Servomotoren 31 mit dem Rah- 
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men 21 zuriick in die Prozessierungsposition . Die Antriebsein- 
heit 30 besitzt ferner eine Motorauf hangung 34, deren Betati- 
gung wiederum mit der Halterungs- und Stelleinrichtung der 
Dispenserreihe synchronisiert ist. 

Bei der Realisierung der oben genannten zweiten Ausfiihrungs- 
form ist die Prozessierungsstation gemaU den Figuren 3 und 4 
entsprechend anzupassen. Demnach sind die Tragerballen an 
einem gemeinsamen Trager reihenweise zu befestigen und mit an 
gepaiJten Betatigungselementen in einer Richtung entsprechend 
der Langsrichtung der Mikrodispenser (Auf -/Ab-Bewegung) zu be 
tatigen. 

Die Betatigungseiemente besitzen insbesondere fur jeden Tra- 
gerballen eine Draht- Oder Faden-Auf hangung, mit der der Tra- 
gerballen vom Auslaii (oder der Diise) des Mikrodispensers bis 
zu einem oberen Dispenserbereich hochgezogen werden kann . 
Oberhalb des piezoelektrischen Wandlers kann die Bewegung der 
Auf hangung magnetisch oder mechanisch erfolgen. 

Die erf indungsgemaiie Prozessierung geringster Substanzmengen 
in Mikrodispensern besitzt den Vorteil, daB nur geringe Menge 
des Elutionsmittels benotigt werden, um die gebundenen Proben 
substanzen in der Dispenserspitze von der festen Phase zu 
eluieren, Als Elutionsmittel kommen beispielsweise 100 bis 
300 nl eines Gemisches aus Acetonitril (80 Vol-%) mit Tri- 
f luoressigsaure (0,1 Vol-%) zum Einsatz. Die Aufnahme des 
Elutionsmittels erfolgt durch den Mikrodispenserauslaii (Diise) 
indem iiber eine Versorgungsleitung ein Unterdruck (z.B. rd. 
10 mbar) am Mikrodispenser erzeugt wird. (Jber die Einstellung 
der Oberf lachenkraf te bzw. der Kapillarkraf te wird das 
Elutionsmittel in den Mikrodispenser eingesogen. 
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Die Implementierung der Erfindung ist nicht auf die oben be- 
schriebenen Ausf iihrungsf ormen beschrankt . Es sind insbesondere 
die folgenden Modif ikationen moglich. Es ist der Einsatz 
magnetisch und mechanisch betatigbarer Tragermaterialien 
simultan moglich- Es ist moglich, anstelle von zwei Permanent- 
magneten nur einen Permanentmagneten vorzusehen, dessen 
Position in Bezug auf den jeweiligen Mikrodispenser mit einer 
Verstelleinrichtung so geandert wird, dali die magnetischen 
Partikel standig unter Feldeinfluli bleiben. Es konnen auch 
mehr als zwei Permanentmagneten pro Dispenser vorgesehen sein. 
Anstelle der beschriebenen Mikrodispenser oder Mikropipetten 
konnen auch andere Dosiereinrichtungen eingesetzt werden. Es 
konnen zusatzliche Mittel zur Formung des Magnetfeldes im Be- 
reich der Reservoire der Mikrodispenser vorgesehen sein. An- 
stelle der Permanentmagneten konnen Elektromagneten oder Ma- 
gneten auf der Basis von Mikrosupraleitern eingesetzt werden, 
falls geniigend Platz fur deren Positionierung gegeben ist. Die 
oben beschriebenen Schrizte des erf indungsgemalien Verfahrens 
konnen wiederholt und mcdifiziert werden, um bestixnmte 
Prozessierungen zu erzielen. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Verfahren zum Prozessieren von Substanzen im Reservoir (3) 
einer Mikrodosiereinrichtung (1) , die zur Mikrotropf enabgabe 
ausgelegt ist, mit den Schritten: 

- Bewegung eines festen Tragermaterials mit einer bin- 
dungsaktiven Oberflache im Reservoir (3) , und 

- Bindung der Substanz auf der Oberflache des Tragermate- 
rials. 

2, Verfahren gemai3 Anspruch 1, bei dem zum Sammein von Sub- 
stanzen im Reservoir (3) abwechselnd wiederholt eine Aufnahme 
einer Losung oder Suspension der Substanz in das Reservoir und 
eine Bindung der Substanz an das Tragermaterial erf olgt . 

3, Verfahren gemali Anspruch 1 oder 2, bei dem in das Reservoir 
(3) der Dosiereinrichtung ein Elutionsmittel aufgenommen wird, 
mit dem die am Tragermaterial gebundene Substanz abgelost 
wird. 

4. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
das Tragermaterial magnetische Partikel (7) umfaftt, deren Be- 
wegung unter der Einwirkung eines veranderlichen Magnetfeldes 
erf olgt . 

5, Verfahren gemafl Anspruch 4, bei dem das veranderliche Ma- 
gnetfeld durch die simultane Bewegung von Permanentmagneten 
(81, 82) in Bezug auf das Reservoir (3) gebildet wird. 

6. Verfahren gemali Anspruch 4, bei dem das veranderliche Ma- 
gnetfeld durch Elektromagneten oder Mikrosupraleiter erzeugt 
wird . 
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7- Verfahren gemaii einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem das 
Tragermaterial einen Tragerballen (9) umfaiit, dessen Bewegung 
mit einem mechanischen Betatigungselement erfolgt. 

8. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
als Dosiereinrichtung ein Mikrodispenser (1) oder eine Mikro- 
pipette verwendet wird. 

9. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Anspruche bei dem 
das Prozessieren der Substanz ein Auf konzentrieren, Aufreini- 
gen, Praparieren und/oder Synthetisieren umfalit. 

10. Verfahren gemaii Anspruch 1, bei dem das Reservoir (3) ein 
Volumen unterhalb von 500 ^1 besitzt. 

11- Vorrichtung zum Prozessieren von Substanzen., die durch ei- 
ne Mikrodosiereinrichtung (1) mit einem Reservoir (3) gebildet 
wird, in dem ein Tragermaterial (7, 9) mit bindungsaktiver 
Oberflache beweglich angeordnet ist, wobei eine Antriebsein- 
richtung zur Halterung und/oder Bewegung des Tragermaterials 
im Reservoir (3) vorgesehen ist und wobei die Dosiereinrich- 
tung (1) zur Mikrotropf enabgabe ausgelegt ist. 

12. Vorrichtung gemaii Anspruch 11, bei der die Mikrodosierein- 
richtung eine Mikropipette oder ein Mikrodispenser (1) ist. 

13. Vorrichtung gemaii Anspruch 11 oder 12, bei der das Trager- 
material magnetische Partikel (7) umfalit. 

14. Vorrichtung gemaii Anspruch 13, bei der die Antriebs- 
einrichtung eine Magneteinrichtung (8) umfalit. 



15, Vorrichtung gemaii Anspruch 14, bei der die Magnet- 
einrichtung (8) mindestens einen Permanentmagneten umfalit. 

15. Vorrichtung gemaJi einem der Anspriiche 11 oder 12, bei der 
das Tragermaterial einen porosen Tragerballen (9) umfaiit. 

17. Vorrichtung gemaii einem der Anspriiche 11 bis 16, bei der 
eine Vielzahl von Mikrodosiereinrichtungen jeweils mit einem 
Reservoir und eine Antriebseinrichtung mit einer Vielzahl von 
Magneteinrichtungen (8) oder Tragerballen (9) vorgesehen sind. 

18. Vorrichtung gemaii Anspruch 17, bei der die Vielzahl von 
Mikrodosiereinrichtungen eine Reihe von piezoelektrischen 
Mikrodispensern umf alit . 

19. Vorrichtung gemaii Anspruch 11, bei der das Reservoir (3) 
ein Volumen unterhalb von 500 ]il besitzt. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Zum Prozessieren von Substanzen im Reservoir (3) einer Mikro 
tropf en-Dosiereinrichtung (1), erfolgt eine Bewegung eines f 
sten Tragermaterials mit einer bindungsaktiven Oberflache im 
Reservoir, und eine Bindung der Substanz auf der Oberflache 
des Tragermaterials, das magnetische Partikel (7) oder einen 
Tragerballen umfalit, 
(Fig. 1) 




Fig. 1 



Fig. 2 
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Fig. 3 




